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(57) Abstract 



A nucleotide sequence corresponding to a gene comprising (a) one of sequences SEQ ID 1 to 11, or an equivalent gene which 
comprises (b) a sequence hybridisable with one of the sequences of (a), (c) a sequence at least 80 % homologous with (a) or (b), or (d) a 
sequence coding for a protein encoded by a gene according to (a), (b) or (c), or for an equivalent protein, and the use thereof, in particular 
for controlling cancer as well as for therapeutic follow-up. These genes are in the TSAP (tumor suppressor activated pathway) group, 
designated TSAP 1 to TSAP 8 and TSAP 3 human (or HUMSIAH) and in TSIP (tumor suppressor inhibited pathway) group, designated 
TSIP t and TSIP 2, both types of genes corresponding to sequences activated or inhibited, respectively, during cellular apoptosis, particularly 
that induced by p53. 

(57) Abrege" 

La pr6sente invention conceme une sequence nucleotidique correspondant a un gene comportant: (a) une sequence selon Tune des 
IND. SEQ 1 a 1 1 ou un gene Equivalent qui comporte: (b) une sequence s'hybridant avec Tune des sequences selon (a), (c) une sequence 
presentam au moins 80 % d'homologie avec (a) ou (b), ou (d) une sequence codant pour une proline cod6e par une gene selon (a), (b) 
ou (c) ou pour un proline equivalente, et leur application notamment dans la suppression du cancer ainsi que dans le suivt therapeutique. 
Ces genes regroupds en TSAP (tumor suppressor activated pathway) et denommes TSAP 1 a TSAP 8 et TSAP 3 humain (ou HUMSIAH), 
et en TSIP (rumor suppressor inhibited pathway) et denommes TSIP I et TSIP 2, ces deux types de genes correspondant respectivement a 
des sequences induiies ou inhibees lors de l'apoptose cellulaire, notamment celles induites par p53. 
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SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES, PROTEINES, MEDICAMENTS ET A CENTS 
DIAGNOSTICS UTILES ' DANS I^ TRAITEMB\T'DU CANCER. 

La presente invention concerne la mise en evidence de genes 
impliques dans les voies molecuiaires de la suppression tumorale et 
1'utiiisation des genes ainsi mis en evidence pour le traitement de certains 
dysfonctionnements geniques, notamment les cancers. 

La presente invention a ete renduc possible par Tisolement d'ADNc 
correspondant a des ARN messagers exprimes ou reprimes lors du processus 
d'apoptose induit par le gene suppresseur p53. 

Une analyse globaie des evenements molecuiaires intervenant au 
cours du cycle ceilulaire lors du developpement et de l'apopcose ceilulaire est 
necessaire pour mieux comprendre importance du gene p5 3 dans le 
processus de suppression tumorale ou, au contraire, de cancerisation. 

La transformation d'une cellule normale en cellule tumorale est un 
processus qui se deroule en plusieurs etapes ct qui necessite une suite 
d'evenements molecuiaires. Au niveau physiologique, ces evenements se 
traduiront par une independance de la cellule tumorale vis-a-vis des signaux 
exterieurs ainsi que par une deregulation interne menant a une croissance 
incontrolee. 

Deux groupes de genes sont responsables de cette transformation 
dite "malignc", d'une part, les oncogenes, d'autrc part, les genes 
suppresseurs ou ami-oncogenes. Les oncogenes, cn raison de Lcur 
deregulation dans le cancer (resultant 1c plus souvent d'unc mutation ou 
d'une translocalisation) induiront un signal positif qui favonscra la 
croissance neoplasique. Au contraire, les genes suppresseurs, du fait de ieur 
deletion, de i'absence de leur expression par mutation du promoteur, par 
exemple, ou encore de mutations qui modifieront la structure et la fonction de 
la proteine, seront incapables dans le cancer de fournir tc signai qui lui, 
normalement, devrait freiner cette croissance anormale. En consequence, le 
dysfonctionnement des genes suppresseurs contribue a la transformation 
neoplasique. 

L'objet de la presente invention est l'isolement de genes ayant 
normalement une action dans la suppression tumorale et dont ii sera aiors 
possible de surveiller et de traiter les eventuels dysfonctionnements. 

En particuiier, Tisolement de ces genes permet d'avoir recours a 
une therapie genique de remplacement ou bien a la synthese d'agents 
pharmacologiques, proteiques ou non proteiques, qui, directement ou 
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indirectement. par leur act.on sur les promoteurs, induiront Tactivauon ct 
1-expression de ces genes, ou encore la synthese d'agents pharmacoiog.q JCS 
qui permettront de mimer I'effet physiologique de ces genes suppresses. 

L'objectif final est. soit d'inhiber !a croissance tumorale, ou mieux. 
d'induire le processus apoptotique de ces cellules tumorales, c'est-a-dire de 
conduire les cellules tumorales a se "suicider". 

La presente invention concerne la mise en evidence de genes qui 
sont impliques dans cette apoptose. En effet, chaque cellule possede en elle un 
programme de mort physiologique. II s'agit egaiement d'un processus 
physiologique qui est impiique dans le developpement afin de maintenir 
I'homeostasie du corps et de ne pas voir des proliferations cellulaires 
anormaies s'etablir. meme si, au demeurant, elles n'ont pas de caractere 
malin. 

fun des genes suppresseurs les plus importants impliques dans 
l'apoptose est le gene p53. Dans sa fonction normale. ce gene controle la 
croissance cellulaire et le processus d'apoptose ; en particulier. c'est ce gene 
qui bloque la croissance cellulaire et qui doit indu.re le processus 
apoptotique afin d'eviter le developpement d'un cancer. On a ainsi mis en 
evidence que des souris nullizygotes pour le p53 etaiem bcaucoup plus 
sensibies a la formation de tumeurs. On a egaiement mis en evidence le fcit 
que. dans les cancers, le gene p53 etai; tres souvent altere et conduisaii a la 
production de proteines incapables de vehiculer le message d apoptose. 

C'est cette particularity qui a ete mise en oeuvrc dans 1c cadre de la 
presente invention. 

En effet. la presente invention repose sur la constatat.on qu'il 
n'est pas possible, ou du moins qu'il parait tres difficile, de mettre en place 
unc therapie de substitution directe lors d'un dysfonctionnement du gene 
P 53. En effet, le p53 mute comme il Test dans le cancer va annuler I'effet 
physiologique du p53 normal. 

II a done fallu renoncer. du moins dans un premier temps, a unc 
therapie de substitution agissant directement au niveau de p53. 

La presente invention s'est done auachee a etudier les genes situtis 
en aval de p53 afin de "bipasser" la difficulte evoquee precedemment. 

Afin d'isoier les genes actives ou inhibes par le p5 3 normal (wild- 
35 type p531 on a effectue un ratissage global de l'expression des genes dans une 
cellule induite en apoptose et dans la meme cellule maligne, plus 
particuherement dans une cellule exprimant ie P 53 normal dans sa fonction 
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et dans une cellule exprimant le p53 mute dont la fonction est oncogenique. 
La comparaison des genes exprimes (ARN messagers exprimes dans les deux 
types de cellule) a permis de menre en evidence des genes exprimes 
differentiellement. c'est-a-dire exprimes dans Tune des cellules aJors qu'ils 
ne le sont pas dans I'autre (les genes peuvent etre actives ou inhibes). 

On en deduit aisement que ces genes sont impliques dans le 
processus de cancelation, dans un cas par ieur absence, et. dans I'autre cas. 
par leur presence. 

Pour cette etude differentielle, la methode utilisee est la methode 
decrite en 1992 par Liang et Pardee (Differential display of eucaryotic mRNA 
by mean of a polymerase chaine reaction). 

Jusqu'a present, 1'isolement des genes impliques dans la 
suppression etait effectue soit par clonage positionnel, soit par 1'emploi des 
doubles hybridcs. La premiere methode permettan, par un caJcul statisiique, 
15 de calcuier la plus haute probability ou pouvaii se localiser, au niveau 
chromosomique, un gene suppresseur candidal pour un type bien particuiier 
de cancer, surtout ceux d'origines familiaJes. Le systeme de doubles hybrides 
permet d'isoler un_e a une les proteines qui- interagissent avec un gene 
donne. 

L'approche du probleme selon la prescntc invention a permis 
d'isoler des sequences directcmem reliees a une fonction. Des lors, au 
comraire du sequencage aleatoire des EST, les sequences sont des sequences 
dont la fonction est connue ei qui sont impliquees dans le processus 
d'apoptose induit par le gene suppresseur p53. 

De facon plus precise, cette methode a etc utilisee sur un modelc 
cellulaire decrit par Moshe Oren, il s'agit de cellules myeloides tumorales de 
souris qui ont ete iransfectees par un mutant stable du gene p53. En fait, 
l'expression de ce gene est thermosensible, Cest-a'-dire que dans des 
conditions de culture cellulaire a 37°C la proteine produite est une proteinc 
mutee, c'est-a-dire qu'elle ne peut jouer le role de suppresseur de tumeur ct 
done que la lignee cellulaire correspondame se developpe sous forme de 
cellule maligne, alors qu'a la temperature de 32'C la proteine p53 exprimee, 
comme la proteine naturelle, est capable de jouer le role de suppresseur et 
empeche la lignee cellulaire correspondame de devenir maligne. 

Cette etude systematique a permis de mettre en evidence les genes 
impliques dans ia cascade de suppression induite par p53. 
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C'est pourquoi la presente invention concerne ces nouvelles 
sequences et les genes ies comportant ainsi que i'utilisation de ces sequences, 
tant au niveau du diagnostic qu'au niveau de la therapie, de meme que pour 
la realisation de modeles destines a tester des produits anii-cancereu.v 
5 La presente invention concerne tout d'abord une sequence 

nucieotidique correspondant a un gene comportant : 

(a) une sequence selon l'une des IND.SEQ. 1 a 10 ou 
un gene equivalent qui comporte : 

(b) une sequence s'hybridant avec l'une des sequences selon (a), 

10 (c) une sequence presentant au moins 80 % d'homologie avec (a) ou 
(b), ou 

(d) une sequence codant pour une proteine codee par un gene selon 
(a), (b) ou (c) ou pour une proteine equivalente, 
et ieur application notamment dans la suppression du cancer ainsi que dans 
15 ie suivi therapeutique. 

De plus, la presente invention concerne un gene humain implique 
dans la cascade de suppression induite par p53 ainsi que I'utilisation des 
sequences de ce gene, tant au niveau du diagnostic qu'au niveau de la 
therapie. de meme que pour la realisation de modeles destines a tester des 
produits anti-cancereux ainsi que Ieur application a titre d'agent antiviral. 

La presente invention concerne done egalemem une sequence 
nucieotidique correspondant a un gene comportant : 

(a) une sequence scion I'IND.SEQ. 11 correspondant au gene TSAP 3 
humain ou HUMS1AH (Human Homologue of the Drosophiia seven 
in absentia gene), ou un gene equivalent qui compone : 

(b) une sequence s'hybridant avec l'une des sequences selon (a). 

(c) une sequence presentant au moins 80 % d'homologie avec (a) ou 
(b). ou 

(d) une sequence codant pour une proteine codee par un gene seion 
(a), (b) ou (c) ou pour une proteine equivalente, 

et ieur application notamment dans la suppression du cancer ;unsi que dans 
!e suivi therapeutique. 

Concernant les sequences 1 a 11, la presente invention couvre 
aussi bien la sequence nucieotidique correspondant au gene entier que des 
35 fragments de ce gene, notamment lorsqu'ils codent pour une proteine 
equivajente comme cela sera decrit ci-apres. 
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Les sequences nucleotidiques peuvenc etre aussi bien de I'ADN que 
de ' ,ARN ou- des sequences- dans lesquelles certains des nucleotides soni non 
naturels. soit pour ameliorer leurs proprieces pharmacologiques, sou pour 
permettre leur identification. 
5 Les sequences memionnees en (b) (pour les IND.SEQ. 1 a 11) som 

essentiellement les sequences complementaires totales ou partielles 
(notamment pour les cas evoques precedernment). 

Les sequences (a) et (b) (pour les IND.SEQ. 1 a 10) permettem non 
seulement 1'acces au gene murin dont elles sont issues, mais egalement aux 
10 genes humains correspondant par homologie. 

Ainsi, l'invention concerne egalement les sequences nucleo- 
tidiques des genes presemant une forte homologie avec les genes mentionnes 
precedernment. de preference une homologie superieure a SO % sur les 
parties essentielles desdits genes, soit en general au moms 50 % de la 
15 sequence, de preference l'homologie sera sur ces parties superieure a 90 %. 

Enfin. lorsque lesdits genes codent pour une proteine, la presente 
invention concerne egalement les sequences codant pour la meme proteine. 
compte tenu de la degenerescence du code genetique, mais egalement pour 
les proteines equivalences, c'est-a-dire produisant les memes effets. 
notamment les proteines deletees et/ou ayam subi des mutations ponctuelles. 

Les sequences selon la presente invention sont plus 
particulierement les sequences qui sont induues ou inhibces lors de 
l'apoptose cellulaire. notamment celles induites par p53. 

Lesdits genes sont rcgroupes en TSAP ou "Tumor Suppressor 
25 Activated Pathway" et denommes de TSAP 1 a TSAP 8 et TSAP 3 humain, 
correspondant aux IND.SEQ. 1 a 8 et 1 1 (HUMSIAH) respectivement, et en TSIP 
ou "Tumor Suppressor Inhibited Pathway" et denommes TSIP 1 et TSIP 2. 
correspondant aux IND.SEQ. 9 et 10. 

Les caracteristiques des sequences correspondent aux IN'D.SEQ. 1 a 
30 10 sont rassemblees dans le tableau ci-annexe. 

Les sequences nucleotidiques correspondant aux genes TSAP (y 
compris le TSAP 3 humain ou HUMSIAH). sont des sequences expnmees lors 
du processus d'apoptose alors que lorsqu'ils ne sont pas exprimes le processus 
d'oncogenese se poursuit. II est done interessant : 
35 - de detecter toute anomalie dans le gene correspondant, laquelle peut 
conduire a une plus grande susceptibilite a l'oncogenese. et 
- de pouvoir prevoir une therapie de rcmplacement. 
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II faut d'ailleurs rappeler que ccs genes peuvent intervenir dans 
d'autres processus que les processus oncogenes ; en effet. p5 3 est en quclquc 
sorte le gardieri de l'integrite du genome, dans ces conditions les genes TSAP 
ou TSIP sont sans doute egalement impliques dans cette fonction de controls 
c'est done ('ensemble des alterations possibles du genome qui peuvent etre 
redevables de la detection et de la therapie precedente. Au comraire. les 
genes TSIP sont exprimes lors de l'oncogenese et non lors de l'apoptose, il est 
done la aussi interessant de detecter I'eventuelle anomalie des TSIP et 
egalement de prevoir une therapie d'inhibition/blocage. 

La therapie de remplacement pourra etre effectuee par therapie 
genique, e'est-a-dire en introduisant le gene TSAP avec les elements qui 
permettent son expression in vivo. Les principes dc la therapie genique sont 
connus. On peut utiliser des vecteurs particuliers. viraux ou non viraux. par 
exemple des adenovirus, retrovirus, virus herpes ou poxvirus. La plupart du 
15 temps ces vecteurs sont utilises sous forme defectifs qui servirom de 
vehicules depression de TSAP avec ou sans integration. Les vecteurs 
peuvent etre egalement synthetiques, e'est-a-dire mimer des sequences 
virales, ou bien etre consumes par de l'ADN ou de 1'ARN nu selon la 
technique developpee notamment par la societe VICAL 
20 Dans la plupart des cas, il faudra prevoir des elements de ciblage 

assurant une expression specifique des tissus ou organes. en effet. il n'est pa:; 
possible d'envisager d'activer un phenomenc d'apoptosc inconirole. 

La presente invention concernc done 1'enscmble des vecteurs 
decrits precedemment. 
25 La presente invention concerne egalement les cellule:; 

transformees par un vecteur d'expression tel que decrit precedemment ainsi 
que la proteine pouvant etre obtenue par culture de cellules transformees. 

Les systemes d 'express ion pour produire des proteir.es peuven : 
etre aussi bien des systemes eucaryotes tels que les vecteurs precedents que 
30 des systemes procaryotes dans des cellules de bacteries. 

L'un des interets de la presente invention est qu'elle a mis en 
evidence 1'implication de plusieurs genes dans l'apoptose ; ainsi lc. 
surexpression de l'un des genes par therapie genique peut. pour certain;; 
d'entre eux. ne conduire a l'apoptose que les cellules dans lesquelle;; 
35 s'expriment deja d'autres genes deregles. e'est-a-dire des cellules malignes. 

La presente invention concerne egalement. a titre de medicament, 
un compose assurant l'expression cellulaire d'au moins une des sequence:; 
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nucleoiidiques precedences lorsqu'elle esi induite iors do 1'apoptose 
ceilulaire. notamment des genes TSAP 1 a TSAP S etTSAP 3"humain, ou au 
contraire assurant l'inhibition de l'expression ceilulaire d'au moins une 
sequence ceilulaire telle que decrite precedemment lorsqu'elle esi inhibee 
lors de 1'apoptose ceilulaire, notamment TSIP 1 ei TSIP 2. 

II est, par exemple, possible de prevoir d'autres approchcs que la 
therapie genique, notamment ('utilisation de sequences nucleoiidiques en 
strategic seni ou antisens, e'est-a-dire pouvant bloquer l'expression de TSIP 
ou au contraire, agissam en amont. favorisant l'expression de TSAP. 

On peut egalement prevoir une strategie de remplacement directe 
par apport de proteines correspondant a TSAP ou d'anticorps inhibiteurs 
correspondant a TSIP. 

Enfin, il est possible de prevoir I 'utilisation de molecules non 
proteiques don: 1'activite sera d'acuver TSAP ou de mimer Paction de son 
15 produit depression ou bien d'inhiber TSIP ou bien de bloquer Taction de 
son produit d'expression. 

Ces produits peuvent etre aisement testes sur les cellules modifiees 
qui sont decrites dans les exemples en introduisant les produits a tester dans 
la culture ceilulaire et en detectant 1'appariiion du phenomcne apoptotique. 
Dans les strategies a ADN', ARN ou proteiquc les produits sont bien entendu 
elabores en fonction des sequences qui sont decrites. 

La presentc invention concerne e:i particulicr I 'uiilisanon des 
medicaments precedents en rant qu'agent anti-cancereux. 

Mais, le produit du gene TSAP 3 humain (HUMSIA1I) est egalement 
utile comme agent antiviral, comme cela apparaitra a la lecture de l'exemplc 
2. La presentc invention concerne done egalement l utilisation des 
medicaments precedents comme agent antiviral. 

La presente invention concerne egalemenfa litre d'agem de 
diagnostic pour la determination de la predisposition au cancer, tout ou partie 
des sequences selon l'invention a utiliser comme sonde nucleotidique ou 
comme amorce d'amplification, mais egalement a litre d'agent de diagnostic 
pour la determination de la predisposition au cancer un antigene 
correspondant a tout ou partie des proteines codecs par la sequence selor. 
l'invention ou les anticorps, notamment les anticorps monoclonaux, 
ccrrespondants, eventuellement apres culture. 

Les methodes de diagnostic sont connues, ii peu: s'agir, par 
exempie, de techniques de microsequencage des parties variables apres 
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isolement et amplification eventuelle ou des methodes de detection «vne R=LP 
ou d'amplification Sl mple notamment. Les techniques differemiellcs 
peuvent. en particulier. permettre de mettre en evidence Pecan entre le 
TSAP ou TSIP normal et anormaJ. 

5 invention concerne egalement des modeles mettant en oeuvre les 

sequences precedentes. 

Le gene TSAP 3 humain (HUMSIAH) peut etre isole, notammem en 
utilisant la methode PGR ou d'autres methodes d'amplification en mettam a 
profit la structure du gene. I! est egalement possible de symhetiser ce gene 
10 par morceau, si necessaire. 

Enfin. I'inveniion concerne un perfectionnement a la methode de 
bang et Pardee (1) caracterise en ce que dans ^amplification par PGR on 
effectue une diminution en pal !er ( « 10ucn dox vrf) tel que decrit dans Don et 
al. (2). 

D'autres caracteristiques de I'invention apparaitront a la lecture 
des exemples ci-apres fake notamment en se referam aux figure, suivantes ■ 
- F.gure I - Quantification de 1 'expression differentielle des ARNm utilisant 
I'imageur 1200 p. Hybridation aux ARNm derives des cellules LTR6 a 37'C et 
des cellules LTR6 apres 4 heures a 32'C. Les nombres en ordonnees de 0 a 

:>00 correspondent au comDta°e deterrp T-mr n i =; 

H ° L ueiecte par U, 1 d mm ct sont propomonneis 

au signal d'hybridation. 

CI : ARNm cxprime egalement en utilisant un clone sans expression 
differentielle ; 

C2 : comrole positif uuhsant la Cyclinc C et montrant ['induction des ARNm 
25 correspondant a 32'C ; 

MER-LTR : montre I'induction de cette sequence a 32°C ; 

TSAP 1 a TSAP S : expression differentielle des 8 ARNm actives dans les 4 
premieres heures suivant I'induction de 1'apoptose ; 

TSIP 1 et TSIP 2 : expression differentielle des 2 ARNm inhibes dans les 4 
30 premieres heures suivam I'induction de l'apopiose. 
- Figure 2 - Analyse Northern blot. 
A : hybridation avec la sonde TSAP 3 ; 
B : hybridation avec la sonde siah lb de souris ; 

lignes 1 et 2 : ARNm polyA* de cellules leucemiques myeloides Ml (clone 
3:> S6) cultivees a 37°C et 32°C respectivement ; 

lignes 3 et 4 : ARNm polyA- de cellules LTR6 cultivees a 37°C et 32'C 
respectivement ; 
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la fleche indique I'expression differentielle du transcrit 1,9 kb de TSAP 3 - 
siah 1 b de souris ; - 
panneaux inferieurs : GAPDH ; 

C : distribution tissulaire utilisant TSAP 3 comme sonde ; 

1 : coeur, 2 : cerveau, 3 : rate. 4 : poumon, 5 : foic, G : muscle du squelette, 7 : 
rein, 8 : testicule ; 

les fleches indiquent les transcrits de 1,9 et 2,4 kb ; 
panneau inferieur : p-actine. 

- Figure 3 - Analyse de l'hybridation in situ avec la sonde TSAP 3 ; 
A : cellules Ml incubees pendant 4 heures a 32'C et hybridees avec une 
sonde antisens TSAP 3 ; 

B : cellules LTR6 incubees pendant 4 heures a 32'C et hybridees avec une 
sonde sens TSAP 3 ; 

C : cellules LTR6 incubees a 37'C et hybridees avec une sonde antisens 
15 TSAP 3 ; 

D a F : cellules LTR6 cultivees a 32'C pendant respectivement 1. 2 et 
4 heures et hybridees a une sonde antisens TSAP 3 ; 
la barre dans le panneau A : 10 nm ; 

les Heches indiquent l'accumulation des ARNm TSAP 3 dans le cytoplasme. 

- Figure 4 - Comparaison entre la sequence d'ADNc de TSAP 1 et la sequence 
nucleotidique correspondant a la phospholiposc C beta 4 dc rat. 

- Figure 5 - Comparaison entre la sequence d'ADNc dc TSAP 2 ct la sequence 
nucleotidique correspondant a la proteine digicee au zinc (ZFM 1) locaiisec 
dans le locus Multiple Endocrine Neoplasia (MEN 1). 

- Figure 6 - Comparaison entre la sequence d'ADNc de TSAP 3 et la sequence 
nucleotidique correspondant au gene Drosophila seven in absentia (sina). 

- Figure 7 - Comparaison entre ie produit des genes sina de differences 
especes, humain (HUMSIAH), murin (MMSJAH 1R) ct dc drosophile 
(DROSINA). 

- ^re 8 - Comparaison entre la sequence d'ADNc de TS[P 2 et la sequence 
d'ADNc du transcript SI 82 murin du gene AD3 implique dans la maladie 
d'Alzheimer. 

MATERICI-S PT METHODRS 
Cultures cellulaires 

Cellules de leucemie myeloide Ml (clone S6) et cellules Ml 
transferees de faqon stable avec un mutant sensible a la temperature val 135 
p53 (LTR6) (3). 
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Ces cellules sont cultivees sur milieu RPMI 1640 avec 10 % FCS a 5 % 
de CO, a 37-C. Pour la modification de la temperature, les cultures sont placees 
dans un second incubateur a 32'C. Pour tous les essais effectues dans cette 
etude, les cellules sont testees apres 12 et 24 heures pour la presence 
d d'apoptose. 

Etude des ADNc differenticls 

Pour effectuer les tests dans des conditions experimentales 
standards et pour obtenir une reproductive totale des resultats, les 
modifications suivantes au protocole d'origine (1) ont ete effectives. 
10 ° n utiIise wujours des ARNm polyA- purifies deux fois sur colonne 

d'oligodT utilisant Fast Track (Invitrogen, San Diega CA). Apres transcription 
reverse (M-MLV Reverse Transcriptase, Cibco BRL) sur 0,05 ug de polyA- 
utiiisant 20 M M de chacun des dNTP (Boehringer-Mannheim). aucun dNTP 
additionne n'est ajoute au melange de PCR final. Un "hot start" a 94'C 
15 pendant 5 minutes est effectue avant la PCR (GeneAmp PCR system 9600 
Perkin Hmer Cetus). Les echantillons sont refroidis rapidemem sur de l'eau 
glacee. Un "touch down" (2) de 10 cycles de 50'C a 40 a C est effectue (94"C 30 
secondes - 50'C 1 minute - 72'C 30 secondes). suivi par 35 cycles (94'C 30 
secondes - 40'C 1 minute - 72°C 30 secondes) et une extension finale de 5 
minutes a 72*C. Les produits de la PCR sont sepaxes sur gels de polyacr> lam 1 de 
a 6 % non denaturant (4). Les gels sont exposes sans sechage. Chaque 
presentation differentielle est effectuee en comparant M1S6 et LTR6 a 3 7'C ct 
apres 4 heures d'incubation des deux lignees celluiaires a 32'C. 

La procedure de presentation differentielle est repetee dans 3 
experiences differentes pour confirmer une parfaite reproductibilite. 

Les bandes exprimees differentiellement sont decoupees a partir du 
gel, eluees et reampiifiees (1). Les produits de PCR sont sous-clones en 
utilisant le systeme TA-cloning (Invitrogen, San Diego CA) en suivant les 
indications fournies. 

Pour chaque reaction de ligation, 10 clones recombinants sont 
sequences en utilisant le systeme automatique ABI. 
Extraction des ARN. analyses ct sondes Northern blots 

L'ARN total est extrait avec du Trizol (Life Technologies). Les ARN 
polyA* sont prepares en utilisant le kit OligotexdT (Qjagen, CA). 30 Mg de l'ARN 
35 total ou 2 ug d'ARN polyA* sont separes sur agarose 1 %/l x MOPS / 2 % gel de 
formaldehyde, transferes sur membrane de nylon (Hybond Appligene. 
France) comme cela a ete decrit precedemment (5). Les Northern blots sont 
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hybrides avec des sondes marques au P3 2 sur les inserts TSAP et TSIP et laves 
comme decrii precedemment (5). Pour verifier ! 'induction de la fonction 
du p53 sauvage. les Northern blots son: hybrides avec une sonde cycline C 
(6). A titre de controle pour la quantite d'ARNm chargee. les blots sont 
5 hybrides avec une sonde GAPDH. Different* Northern blots (Clontech CA) 
sont utilises dans des conditions identiques et hybrides pour le controle avec 
une sonde p-actine. Les produits de RT-PCR pour LTRG sont amplifies en 
utilisant lesamorces siah lb suivames : 5'CACTAAACCACTGAAAAACC3' et 
5 'CAAACCAAACCAAAACCAC3 '. Le produit de PGR sous-clone est utilise comme 
sonde controle de siah lb. Les Northern blots sont exposes pendant 10 jours 
a - SOT. 

Slot blots 

La reproductible des resultats obtenus par les analyses Northern 
blot. Les blots sont prepares (Bio-Rad. Hercules CA) en placant les produits 
15 de PCR (200 ng de Zeta-Probe Blotting Membranes, Bio-Rad, su.vant les 
instructions du fabricant) de clones TSAP et hybrides avec une sonde ADNc 
marquee au P32 (Superscript I! Gibco-BRl, Life Technologies) correspondam 
a i'ARN des cellules LTRG incubees a 37'C et ensuite 4 heures a 32'C. Le 
produit de PCR du clone contenant la cycline G est egalement depose sur les 
membranes et utilise comme controle positif. Les Slot blots sont exposes une 
nuit a - 80 5 C. 

Analyse Quantitative des images 

Celie-ci est effectuee en utilisant un imageur 1200 p (Biospacc 
Instruments. Paris. France) sur les deux Northern blots (pour TSIP 1 ct TSIP 
2) et sur les Slot blots pour tous les controles ADNsc et TSAP 1 a S. Pour 
1 'analyse quantitative representee dans les graphiques de la figure 1 on 
soustrait un nombre constant de chaque pic. Cette constame est calculee en 
mesurant la valeur moyenne du bruit de fond dans les slots qui ne 
contiennent pas d'ADNc. Les resultats du p imageur ont ete obtenus en 
comptant les slot blots une nuit et en les confirmant par autoradiographic 
avec des temps variables deposition. Ces autoradiogrammes montrent les 
memes variations qualitatives relatives entre les activates a 32'C et a 37'C que 
les mesures effectuees avec le p imageur. 
Hybridation in situ (7, 8) 

Les cellules sont lavees 3 fo.s dans un tampon phosphate salin 
(PBS) "cytospinned" et fixees par du paraformaldehyde a 4 % dans PBS 
pendant 10 minutes puis conservees dans Methanol a 70 %. Des transcrits 
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d'ARN marques a la digoxigenine- 1 1 -uredine-5'-triphosphate (DIC) ct a ia 
biotine-1 1-UTP de TSAP 3 sont utilises dans les analyses suivani la procecure 
decrite precedemment (Boehringer-Mannheim). Pour la detection des 
souches marquees a la digoxigenine hybridee les tranches sont incubees 
5 dans SAD-10 (10 nm d'anticorps anti-DIG de mouton marques a I'or a 1/1000 
de dilution. Biocell UK). L'anaiyse est effectuee en utilisant de la microscopie 
a laser confocal. 
EXEMPLE 1 

L'etude differentielle des ADNc par la methode de Liang et Pardee 
permet de disposer d'un outil tres puissant et efficace pour detecter les 
variations dans l'expression des genes. Neanmoins. il a fallu modifier le 
protocole original commc cela a ere indique precedemment afin d'ecarter 
certains problemes de reproductibilite observes lorsque Ton applique la 
methode telle qu'elle est decrite a rorigine. 
15 0n a P u mettre en evidence une reproductibilite totale lorsque dans 

la methode PCR on introduit un "hot start" suivi par un "touch down". 

Les bandes exprimees differentiellement apres isolement ct 
reamplification sont neanmoins souvent contaminees par des bandes 
provenant des ARN qui migrent dans les regions voisines de I'ADNc, si Ton 
utilise directement ces sondes sur des Northern blots ceci conduit a des 
erreurs. On a done sous-clone les produits de seconde PCR et fait effectuer les 
analyses des Northern blots utilises a defaut de recombinant a sonde simple. 
Le sequencage svstematique d'au moins 10 sous-ciones recombinants pour 
chaque bande selectionnee a montre qu'il etait trcs efficace pour 
25 selectionner les clones d'interei. 

Le gene p53 est, dans l'etat actuel de nos connaissances. le 
suppresseur tumoral qui est mute dans le pius grand nombre de cancers 
d'origines tres diverses, et l'utilisation du mutant sensible a la temperature 
val-135 p53 s'est deja montree precedemment founnir des informations tres 
importames concernant le fonctionnement du p53 sauvage en induisant, ;.oit 
l'arret de la croissance cellulaire en phase G-l. soil Pinitiation du 
programme de mort cellulaire. 

Jusqu'a maintenant, les voies moleculaires en amont et en aval de 
p53 et qui conduisent a la suppression tumorale etaient encore peu claires. 
35 Jusqu'a maintenant un certain nombre de genes en aval de p53 ont 

ete identifies, il s'agit notamment de gadd 45, mdm 2, mck, "Mouse 
endogenous retrovirus" LTR. p2l-\vaf et Cycline G. 
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La presente invention a permis de mettre en evidence 1 existence 
- de 11 genes qui sonc ex-primes differentiellement dans les cellules exprimant 
le P 53 sous sa forme suppresseur acrif ou bien dans des cellules tumorales 
exprimant le gene p53 non actif. 

> La figure 1 montre la quantification des signaux d'hvbndation 

correspondam a l'expression differentiate de S de ces genes qui sont actives 
a 32°C, c'est-a-dire dans lesquels la fonction de p53 sauvage est activee ct 
conduit done a l'apoptose des cellules, ces genes qui sont actives seront 
denommes ci-apres TSAP (pour Tumor Suppressor Activated Pathuav), par 
contre on constate que dans deux experiences 2 genes exprimes a 37'Csom 
en partie inhibes a 32'C. ce qui impliquerait qu'ils son: inhibes durant la 
mort cellulaire programmee, ces genes ont ete denommes TS1P (pour Tumor 
Suppressor Inhibited Pathway). 

L'analyse des homologies des differentes sequences activees de 
TSAP 1 a TSAP 3 a montre qu'il s'agissait la de genes deja connus. Par contre 
les autres ADNc TSAP 4 a TSAP 8 ne momrent aucune homologie significative 
avec des genes connus. 

Pour l'ADNc TSIP 1 qui est inhibe dans son expression pendant 
l'apoptose, il ne montre aucune homologie avec des genes connus. 
20 Pour PADNc TSIP 2 est egalemeni inhibe dans son express.on 

pendant l'apoptose. il montre une grande homologie avec le transcript S1S2 
du gene AD3 impiiquc dans ies voies metaboliques de la maladic d'AI/heimer 
(Sherrington et a!.) (figure S). 

Par consequent, il est possible d'a gI r sur les voies metaboliques 
i> dc la maiadie d'Alzheimer en agissant sur les voies metaboliques p53 
dependantes. 

La presente invention a done egalement pour objet, a titre de 
medicament, un compose assurant l'expression cellulaire de TSIP 2 destine au 
traitement de la maiadie d'Alzheimer ainsi qu'a titre d'agent de diagnostic 
pour la determination de la predisposition a la maiadie d'Alzheimer. tout ou 
partie de la sequence de TSIP 2 a utiliser comme sonde nucleotidique ou 
comme amorce d amplification ainsi qu'un antigene correspondant a tout ou 
partie des proteines codees par TSIP 2 ou les anticorps, notamment les 
anticorps monoclonaux coirespondants, eventuellemem apres culture. 
35 L'hypothese que 1'on peut faire sur ces genes inhibes dans leur 

expression par le p53 sauvage est qu'ils peuvent coder P our des sequences 
oncogeniques qui seraient regulees en aval du processus de suppression 
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tumorale ou encore qu'il s'agit de proteines de structure ou du cvtosque^ue 
pour lesquelles la regulation en aval de .'expression est concomitante de la 
mort cellulaire par apoptose. 

TSAP 1 est homologue a la phospholipnse C beta 4 de rat La 
5 sequence de TSAP 1 presente 100 % d'identite avec la PLC entre les 
nucleotides 3967 et 3985 ; 82 % entre les nucleotides 3986 et 41 16 et 85 % entre 
les nucleotides 4070 et 4220 (figure 4). La PLC est connue pour etre mnpliquee 
dans la voie de signalisation des recepteurs de la tvrosine-kinase et 
pour catalyser 1'hydrolyse du phosphatidylinositoM.S-biphosphate' en 
10 diacylglycerol et inositol-1 ,4.5-tripho.phate. Toutefois. la p.eseme etude 
suggere que la PLC est une cible en aval dans Papoptose a mediation P 53. 

TSAP 2 montre des sequences conservees (92 % d'identite entre les 
nucleotides 259 et 299 ; 100 % d'identite entre les nucleotides 418 et 458 et cp % 
d'identite entre les nucleotides 645 et 685) avec la proteine d.gitee au zinc 
(ZFM 1) qui est locaJisee dans le locus Multiple Endocrine Neoplasia (MEN 1) 
(figure 5). MEN 1 est un desordre dominant autosomal associe avec le 
developpement de tumeurs affectant le lobe amerieur des glandes pituitaires 
et parathyroVdes et les cellules des ilots pancreatiques. 11 est particulieremem 
interessant d 'avoir mis en evidence qu'a la fois ZFM et une isoenzvme de P'C 
sont colocalises dans la meme region chromosomique 1 1 q 13 contenant 1c 
gene de susceptibilite a MEN 1. Chez la souns, les reg.ons homo.ogues sont 
loealisees sur le chromosome 19B. Le fait de trouver que TSAP 1 et TSAP - son- 
actives en reponse a p53 peut suggerer que ces genes appartiennem a une 
voie de suppression des tumeurs plus globale et que P 53 peut coopercr avec 
MEN 1. 

TSAP 3 est identique a Siah lb. Ce gene est 1'homologue chez les 
vertebres du gene Drosophila seven in absentia (sina). Le clone decrit 
presente 94 % d'identite avec I'homologue murin (nucleotides 1496 a 1634) 
(figure 6). Par analyse Northern blot en utilisant une sonde TSAP 3 on a pu 
detecter une expression difference d'un messager de 1.9 kb de ce gene 
(figure 2A). Ceci est confzrme en utilisant une seconde sonde corrcspondam a 
la meme region de la sequence siah lb decrite (figure 2B). La figure ">C 
montre la distribution tissulaire de ce gene en utilisant une sonde TSAP 3 qui 
detecte a la fois l'ARNm de 1.9 et de 2.4 kb correspondant aux resultats 
mentionnes precedemment lorsqu'une sonde siah est utilisee. L'hvbridation 
in situ montre que l'ARNm de TSAP 3 est mduit rapidement 1 hcure aprrs 
I'induction de 1'apoptose (figure 3D). Son expression augment* apres ? 
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4 heures (figures 3E et 3F). Dans les cellules qui sont entrees en mirosc aucun 
-signal n'est detecte. - 

Carthew et Rubin ont montre que seven in absentia est necessaire 
pour le developpemem de I'oeil de la drosophile. D'autre part, des mutants de 
5 • ce gene dans la drosophile montrent un role beaucoup plus general dans lc 
developpemem. L'homologue rnurin est subdivise en deux groupes siah 1 et 
siah 2 et ces proteines montrent un dcgre de conservation tout a fait 
inhabituel par rapport a drosophila seven in absentia. 

Nos resultats ont montre que TSAP 3 / siah lb est active dans lc 
10 programme de mort cellulaire dans les cellules Ml induites par le gene 
suppresseur de tumeur p53. Comme ce gene code pour une proteine digitec au 
zinc nucleaire, il pourrait etre un factcur de transcription regulatcur qui est 
en aval du signal de p53. Les resultats montrent egalement un lien direct 
entre les genes concernam le developpement chez la drosophile et une voie 
15 majeure de suppression tumorale, 
EXEMPLE 2 

En utilisant le fragment d'ADNc murin (TSAP 3), decrit ei-dessus, 
obtenu par analyse diffcrentielle d'ARNm, on a constitue une sonde pour 
isoler un fragment de 1,1 kb d'une librairie d'ADNc humain qui ensuitc a ete 
20 expanse jusqu'a la region codante entierc par une RACE-PCR. 

L.a figure 7 montre PADNc et la sequence d'acides amines du gene 
humain sina (TSAP 3). 

Cette sequence code une proteine de 282 amino-acides a\ ec un 
motif digite au zinc C3HC4. Cettc proteine presente egalen^ent des analogies 
25 avec des proteines capables de sc fixer sur TARN. La sequence en amir.o- 
acides est tres conservee entre la Drosophile, la souris et le gene humain 
(figure 7). 

La distribution tissulaire indique que le sina humain est exprime 
de facon ubiquitaire et code pour un ARNm de 2,3 kb et, dans lc placenta, il 
30 existe un transcrit additionnel de 2,5 kb. 

En analysant des YAC du CEPH et des libraries BAC par PCR, en 
utilisant des amorces sina humains spccifiques, on a pu isoler 8 YAC (350- 
1000 kb) et2 BAC (100 et 125 kb). 

La fluorescence par hybridation in situ (FISH) utilisant les clones 
35 YAC et BAC montre que le seven in absentia est localise sur le chromosome 
1 6q 1 2-1 3, c'est-a-dire dans une region comenam les genes suppresseurs de 
tumeurs candidat dans differents cancers, notamment : cancer du sein (9), 
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tumeur de VVilm's (10-12). syndrome de Laurence-Moon-Bard et-Biedl (13), 
s\-ndrome de Beckwith-VViederman (14). 

Comxne cela a ete indique dans la demande de brevet frangais 
N° 95 15 146, on a trouve que des transfectances stables de cellules Ml 
5 murines avec le mutant p53 sensible a la temperature montraiem l'activation 
de seven in absentia apres induction de l'apoptose a 32°C. Etant donne que le 
TSAP3 murin a ete isole dans un modele d'apoptose induit par le gene p53, il 
etait logique d'approfondir l'analyse du gene TSAP3 (HUMSiAH) dans un 
modele d'apoptose physiologique humain. 
10 Ce modele est decrit dans I'intestin ou les cellules migrent du fond 

de la crypte vers la region apicale des vilosites ou elles meurent par apoptose 
avant d'etre larguees dans le lumen. Ces cellules en apoptose sent 
specifiquement marquees par la technique TUNEL 

D'autre part, ces memes cellules sont positives par hybridation in 
15 situ pour le gene TSAP 3 (HUMSIAH) dans Tapoptose physiologique chez 
1'humain. 

Enfin, afin d'investigucr ['implication du gene TSAP 3 humain 
dans la suppression, des tumeurs, on a utilise un- modele base sur l'ensemble 
des genes plutot que sur un seul gene. Ce modele repose sur les proprieies 

20 biologiques du parvovirus H-l. 

Des rccherches tres completes dans ce domainc ont montre sur ies 
20 dernicres annces que le parvovirus tuc prc[crentiellemeiH ics cellules 
tumoraies alors qu'il cpargne leur contreparue normalc. 

De facon a elaborer un modele, on a fait I'hypothesc suivantc : s'il 

25 etait possible de selectionner, a partir d'une tumeur qui soit sensible a l'efret 
cytopathique du parvovirus H-l, les cellules qui ctaient resistantes, ceue 
resistance pourrait etre due a un changement de leur phenotype malin. Ceci 
a pu etre demontre pour les cellules KS selectionnees-a panir des celiules 
erythro-leucemiques K562 humaines. Tandis que les cellules parentales K562 

30 sont sensibles a Peffet cytopathique du parvovirus H-l, les cellules KS, elles, 
sont resistantes. Ces celiules resistantes reexpnmenr le type sauvage de p53 et 
ont un phenotype supprime a la fois in vitro ei in vivo. 

Pour confirmer ces observations sur d'autres cellules, on a 
seiectionne, a partir d'un monoclone d'une leucemie monoevtaire U937 

35 humaine, les cellules filles US3 et US4. Ces clones sont resistants a l'effet 
cytopathique des parvovirus H-l et montrent une reversion du phenotype 
malin in vivo. L'anaiyse de marqueurs de surface pour 20 cellules, indique 
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qu'ii n'y a pas de emplacement dans lc stade de differentiation entre U937 ct 

les-ciones-US-indiquanr que la suppression du phenotype malin n'est pas due 

a une differentiation terminale. 

KM les cellules K562 ni les cellules U937 n'expriment p53. Par 
5 contraste aux cellules KS qui reexpriment p53. les cellules US3 et US4 ne 
reexpriment p53. Toutefois, on a pu mettre en evidence le fait que les celiules 
US3 et US4 montraient 1'activation dc WAF-1 par rapport aux cellules 
parentales malignes U937. Une telle activation de WAF-1 dans une voie 
independame de p53 alternative a ete recemmcnt decriie et les resultats 
actuels montrent que les clones US3 et US4 utilisem, semble-t-i!, cette voie 
alternative VVAF-1. 

Le gene sina est active par Ie type sauvage p53 inductible dans les 
cellules Ml de meme que dans les cellules KS qui reexpriment le type sauvage 
p53. 

15 Tandls 3 ue ,es cellules parentales U937 expriment tres legerement 

1'ARNm de sina, il est active dans les clones fillcs US3 et US4 qui'om une 
reversion de leur phenotype malin et qui reexpriment p21*-aM. 

De facon interessantc, sina est active dans les cellules qui 
deviennent apoptotiques, comme ceia est momrc par un double marquage 
utilisant une sonde sina pour hybridation in situ combinec avec un essai 
TUNEL 

Ccci permet de demontrer que le gene sina humain qui est ires 
conserve dans la phylogemc joue un role dans 1'apoptose ct ia suppression 
tumoralc. 

De facon encore plus importante, sina se situe au croisemcnt des 
votes de p53 et de VVAF-1. 

En outre, en utilisant le modele de U937 et US 3 et US4. on a pu 
montrer un lien fonctionne! pour les molecules suppresseurs en utilisant un 
modele biologique global qui permet la comparison a des niveaux 
moleculaires entre les cellules malignes parentales ct les cellules filles 
directement derivees. Ces experiences indiquent qu'i! ,Vcst pas necessaire de 
transferer les genes suppresseurs de tumeur humams specifiques de facon a 
leur conferer le phenotype suppresseur, mais que la reversion tumoralc est 
sous le controle d'un systemc de regulation qui est toujours present dans le 
35 materiel generique des cellules tumorales bien qu'il soit necessaire de ie 
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TABLEAU 



CARACTFR1ST1QI JFS r»F<; ri hmpt 



Clone a expression 




Taille de 1 ARNm 
en kb 


Momolopie 


differentielle 


3 ' et S ' * 


TSAP 1 


Tl 1GC-16 


2,0 et 4,3 


PLC # 


TSAP2 


Tl 1GC-5 


5,9 


MEN1 § 


TSAP 3 (IDS N' 3) 


T11CG-4 


1.9 


siah lb «:i 


TSAP 4 


Tl 1CC-6 


5,0 


Non 


TSAP 5 


Tl 1CG-5 


1.2 


Non 


TSAP 6 


Tl 1AC-1 


2.8 


Non 


TSAP 7 


T11GC-16 


> 8.0 


Non 


TSAPS 


Tl 1GC-6 


> 10.0 


Non 


TSIP 1 


Tl 1CG-S 


3.0 


Non 


TSIP 2 


T11AA-5 


3.1 


AD3 ® 



10 



15 



20 



25 



- Les chiffres et les sequences des amorces en 5' correspondent a ceux 

rapportes par Bauer et al. (4) 
^ Rat phospholipasc C-beta 4 ARNm (RATPHOSCB) 

§ ARNm humains (HUMMEN1C: HUMZFM1C: HUMZPMIA; HUMMEN1A) 
*; siah- IB ARNm (MMSIAH1B) 

*AD3. transcript S182 ARNm murin (homologuc S182 ARNm humain. 
(Sherrington et al.). 
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INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 1 

( i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

( B ) TYPE: nucleotide 
5 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : iineaire 
( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 1 
10 (B) EMPLACEMENT: 

( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 1 : 



TSAP1 

10 . 



15 



20 



30 



TGATC A C GT A C 



rat: ?LC CTTCTTCTACTTAACAATTTGACT ATTGAATTTCTTTGGCCAACCA.A.-_AGT AGCTATGT- 

3970 3980 3990 4000 4010 4020 

20 30 40 50 60 70 

SA?1 ACAC ACAC AC AC AG AG AG AG A GAG AG AG AG AG AG AGGGGG AG AG AG A GAG AG AG AG AG/ 



rat PLC AC AC AC AC AC AC AC AC AC AC AC AC AC A CAC AC AC AC AC AC AC AG AAAT 

4030 4040 4050 4050 

80 90 100 HO 120 130 

T5A? 1 CCCCTATTCCTGACAGGCAGAGTTGAATCATGATATATGGCTTAA-^CATGTTTGCTATG A 

rat PLC CCCCT ATTCCTGACAGGC AG AGTTGAViCC AT AATCCAC/\A.CTTAAA.CATGTTGGCTAGGG 

4070 4080 4090 4100 4110 4120 



53 
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140 150 160 170 ISC 190 

TSA? i GACAGCATCACA.^GCCAGTGGGCTTGGTCATAACAACTCTCCTTTGTGGTGCATTAGGAC 

5 rat PLC GACAGCATCACAAGCCAGTGGGCTTGGTGATAAC.AACTCTCCTTTGTGGTGCATTAGC AC 

4130 4140 4150 4160 4170 4180 

200 210 220 230 

TSA ? i 1 ATTTTTGAGCTGCTGCTGCTGCAAA- AAAAATAAGAGCCG 

ra t PLC ATGTTCGAGCTCCTGCTG - -CAAAAGGAAAATTACTCCA77 ACTA077T AATCCCAACCC 

4190 4200 4210 4220 -1230 424C 

15 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 2 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
( B ) TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
20 (D) CONFIGURATION : lineaire 

( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERlSTiQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 2 
( B ) EMPLACEMENT: 
25 { x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 2 : 

TSAP2 

10 20 30 4G 50 60 

TSA? 2 GCTTGGA-ACCA.ATCTAC.AACAGCGAGGCG.A.ACCGCCT7A_ACAC7CGAGAG77CC':TACCC 

hum; f mlc . seq CCCCTGAGCCCATCTACAATAGCGAGGGGA.ACCGGCTTAACACCCGAGAGTTCCGCACCC 
250 260 270 230 29C 300 

35 
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70 80 90 IOC IIC 120 

TSAP2 GCAAAAAAAAAAA7C7C7TG7CTT7TCC7AAGC7T77CCCTG7CCTAGGGAAAGA7CAG'; 



10 



30 



5 huniz Cmlc . seq GCAAAAAGCTGGAAGAGGAGCGGCACAACCTCATCACAG ACA7GCTTGCACTC AATCCGC 

310 320 330 340 350 360 



130 140 
T5AP2 AACTCCC7GGTTA7ACA77GCTT 

hurr.2 i-ilc . seq A 7 7 T C AA G C C A C C 7 G C A G A T T A C AAA CCTCC-\GC AA C A C G 7 3 7 G A G 7 C 
370 330 390 4 00 410 

15 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 3 

( t ) CARACTER'STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
( G) TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
20 (D) CONFIGURATION : lineaire 

( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
( ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 3 

(B) EMPLACEMENT; 

25 ( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 3 : 

TSAP 3 

10 

T3A?3 j 



wnsiahlb.seq 77G7AAAATA77TCTGAACT7TG7AT77G77G7AGA77CA77G7A77G77G AC AJ 
1450 lA6G -- 7 ° ls30 U90 1500 



35 
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71 



20 30 40 50 50 70 

TSAP 3 CCGGCTGGGGGTGTGCCTCCACACATGCCTGCACCTCTCTCCTTGGTTTTCCTTTAACAA 

5 rr.msiahlb.seq CGGGGTGGGGGTGTGCCTGCACACATGCCTGCACGTCTGTCCTTCGTTTTCCTTTAACAA 

1S10 1520 1530 1540 1550 1550 

80 90 100 110 120 130 

10 TSAP 3 GCCATCTACGTGTCATAGCCCACTGTTTTCCCCTTCTCACTCAACACATACTCCTCCTCT 

rrjr.siahlb. seq GCCATCTACGTCTCATAGCCCACTGTTTTCCCCTTCTCACTC^CACATACTCCTCCTCT 
1570 1580 1590 1500 1510 H20 

15 

140 

7SAP3 CCTT7CCCTTTGCT 



30 



9Q r-.s iar.ib . seq CGT777CG7TTCC77TCC77TTCC77777GA7C7C7G7C7 A7T7CATA-- ;. ^ 

1650 1650 167C 1530 



35 
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INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N" : 4 

(i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

( B ) TYPE: nucleotide 
5 (C) NOMBRE DE BR INS: simple 

( D ) CONFIGURATION : lineaire 
( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 4 
10 (B) EMPLACEMENT: 

( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 4 : 

TSAP4 

AACTCCGTCG TGCCTGTGGG GACCTAATTC CTTATAT7TT 7ACAACAAGC AC7G7ACAAA 

15 

CTCTGCCTTT CCCTAATGCA G7TA7ACTAT 7TCCATTAAC A7GGG7AACC 77AGTTA.AGG 

C777ATATTC ACTGCCATGG GTAGGAATC C TCACGCTGAA TGCGCCAAC7 737CA7GGAA 

GAAGCCCTCA TTTTCACTTG CC 2 02 

20 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 5 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
( B ) TYPE: nucleotide 
(C) . NOMBRE DE BRINS: simple 
25 (D) CONFIGURATION : lineaire 

( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP S 

(B) EMPLACEMENT: 

30 ( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 5 : 



35 
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10 



15 



20 



TSAP5 



TAACAAGGAT ATTCAGGTTC CGCATTGCTT TCCTAAGCGA TCATCTCAAC CTCCACCTGG 
AACTGATTTC CCAAGGGACA GAAATGGTCT TTGATCTTTC TCAACCACTT GTCTTCAAAC 
TCTTTGGAGG ACGCAACCAC CATGCCACTC AGGGCTCCGG GGCCCACACA CTTCACCTCC 
GAATGAAGCT CCTCTTTTAT CTTTTCTGGG ACAATGTCTT CCCCCATAGC CTCCTCCATC 
AACAGCAAAG TACCTTCCCT AAAGTTGAAG TCCTTCACTT TCCCTCCAAT TTCCTGCTGA 
GTCCTCAAGT TCTTCTCCAA CGCGAATGAT GTTTGCTGAG ACTGGCCGAG CTGAAGCAGG 
AGCCTGGCCC GGAGCAAAAA GGCCCATCCT TTCCTCCSAG CCTCCATCTC TCCCTCTTCC 
CTCCGCCTTG CCAGGGAAGG CATATTCTC CTGAGCACTA CCACTGGCT? CCACGGAGAC 
CAGTGCATTC TCAGGCAAGG TCGTCCCCAA AGACAAAAOA GACCCTGTTC CCGAGTCTAC 
AGAGGAGGGA CCGACGCCCT TGTCACTTGA GGCAGAACTC TTCTCTCCCT GCCGTCACAC 
CCTGCTCGCA CGCCGGCCCC TGGACTCAGG TATGCC7CTG CCAGCTTACA CCAGCTCCAC 
GGCTTGACCG GGTGCAAACC AATCAGCTTG TGCAGGCAGA AGATCGTGTC CTCCCCGC7C 
TGCAGCCTCG AAAAGACGGC CAGCTCGAGG 7GGACCACCA CGCTCAGATG CTCTCTCTTC 
C7GGC7TTGC 77TCCAACTC TCCCGCCATC TCCACCGCCT CCTCA7CCCT CCCAAC7CAC 
CZAGACACCG AGCCTGGCCT TCTTCGACAT CCCTTTTrAT CCCAAAATTA G7ACA7CG7A 
A7G7TCGGAG ATATGGAGTA TTCCTGCACC CC7TTC7CG7 ATTCCTCTCG 7CTC7ACC" 
AGGTCCCCTC TGAAT-TTCTT GAGACTGAGA ACTTCAA7A7 CGTCACTACA TTCTCTCTCT 
TCATAAAACC ATGCGCCTCG CAGACCTTGC CCCCG7AGGG GGACGCCGGC TCGGGCCCGC 
GCTCCGGCCT CTGCTCGAAC ACCGAGTCCT CAAATTCGCC CCGCAGCACC CACCATCCGG 
7C7CCA7CGC CCSCAACTCC AACTGGACCT CGAAACGAGG CCACACCTAG AGCGACCCCC 
ATCACCCAGC CTGCAAAGCC CGCGACACCA GCCCCKCAA GGCTGCCGAG GCAASCTACA 



60 

120 

180 

240 

300 

360 

420 

480 

540 

600 

660 

720 

7ao 

340 

900 

950 

1020 

1080 

114 0 

1200 



GACCTGCCCC CGCGGCCCCT CGACCCCTAT AG7GAC7C=7 ATTAGGATGC 



.310 
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INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 6 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

( B ) TYPE: nucleotide 
5 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 6 
10 (B) EMPLACEMENT: 

( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 6 : 

TSAP 6 



15 



20 



30 



35 



GTGAG7ACAT A7CACA7CTA TCGGG7CTCA TTCTGAG7A7 C7CAC7TTAC ACCTGCATCC 
CAGGAATTAG GATCTCAGCC ACCCACCCAT A7ATCA7CAC C7CGC7C7GC AGCA7CCACA 
AAAGAGACCC GAACCCAGCT CACCCCCCCC ACAAGCCA7C TCCACTTCCA CCC"7CACA 
CC7GCC7TCT TTTCTCCCCC TG7G7G7GC7 CGCCGGACAG CAT3AACTT3 ACAGCCCCA7 
CTTTCTCCCA GCCCCTGCGG A7C77CGTGA GTCTCCCGTT 7GACGCAGCG 
AGGCCC7TGC CCAGGATCA7 TCACACAGGG GCACCGACCA GCG7CAG7GT CGAA 
GCGGGCAGG7 AGAAC77GKT AG7GG7TTTT CCTNCAAAAC CCACGGC77C 
GAG7G7G7GC A7TC7CCTGA CTATCAGGGC CACCAAGCCC AG7G7CCACT CCACGAAGC7 
GAAC7CCTTC CAG7TGAGGC AATTAGCAAT CGACGCGACC GAGCTGACAG CCAGCACCGA 
CAACA7CCCC AGGGCCAGCA CACCCAGGGA CAGGTATA7C 7CCATCCTCC AGAC7TCT7C 
CTCAGCCCAG AGGCGG CTCT TG7TGGCCAG GACCTGCT7C AC AGCC AG A7 7GACCAGG7C 
GTAGGCGG7G GGAGCGGCCC AGCCGCAGGC AGAAGCTG7A GAGAGCGTGC AGCA7CGCCA 7 20 

AGAAGAACC7 GAGCAGCCCG ATC7CCTTGC GATGCTCCAG CCAGTCGTCC AGCCAG7C7G 7 30 

GGAACCCCTG GTACTTGCTC CCCC7CCGCA GCTGAAGCGC AGC-GCCA— •-•( 

GCTACACTAC GGACAGCAGC ACATAAGCCA CACAGGGTAG TCTGGTGTTG ACCACACACA 900 
AGGGCATCTT GT AAAA CTT G TTCTCATCTT TCCGAATC~ TCG"GTAN*A ACGTCCCGGA 9 50 

TGAAATTGTA GGTGTANAAN CACACAAAGA CCCCAGTGCC CAGGAAGCTG CCCCCCTTCC 102 0 



50 

120 

130 

240 

330 

350 

4 20 

430 

540 

600 

650 
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AGAATGCAAC GAACCNCACG CCTTTNCCTT CTACCTCCCT c:CTCAACC = CAX3GATCCA 10 80 

TNTCCAGCGG TTNAAACCAT NGGCCCTGCA TCTCTGAAAA TGGTCN'CTTC CNTTCTCGTK 1140 
GATCAMTCCA AATAACNCCT GCCTGTTCCN TCCCTTCCCG CCACCCTNTN GGGCCCATGC 1200 
5 CAA 1203 

INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N* : 7 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

10 ( B ) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: 
15 (A) NOM/CLE: TSAP 7 

(B) EMPLACEMENT: 

( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N" 7 : 



20 



TSAP7 

CCCCATCCAG TCATTCT7TA TTTCACTCTC TGAAAGCCTC C~-"G — ■ ' 

"i^TTTTTAA "CCATTTTCA AACCACCC7" 'A't-tt- • — - 

ATCTTA3CAC GTGTGCATAG n Q 



25 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N* : 8 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
( B ) TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
30 (D) CONFIGURATION : lineaire 

( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 8 

( B ) EMPLACEMENT: 

35 ( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 8 : 
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TSAP8 

CACGTNAAAG TACCACATCC NCCCCCAT7G GTAGATATTG ANAGAGTATA TANATAGGNC 5 0 

GAAGCACAAT CTCTTCCCTT CCTKTGTACA CCTCANACCC ACTCACTTCC N'ACCHAAGCN 12 0 

5 CNTGANTGTN TTTCTNGATA TGAGTGTCTG NGTCTGTGNA TTJTGCGTCTC ACATGTATGC 130 

GACGACCNAC CCCACCCCCA GCGCCCTTCA NGCACAATKC AGGACGCCTA TOGTGCATAC 2^0 
GNGCATCGGT_ AAANAGC 257 

INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N" : 9 
10 ( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
( B ) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
15 ( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSIP 1 

(B) EMPLACEMENT: 

( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 9 : 
20 TSIPi 



25 



G . C T.-.GCTTTCT _ TTTAG - TAT C ACTCTG.-.GG . GCTGAGG . C 



."■C . * .-\_A lTG«j Gr--i jw» i Cm C TGA . TGCG3T C ATCTTTTT ; 

INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 10 
( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
( B ) TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
30 (D) CONFIGURATION : lineaire 

( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSIP 2 

(B) EMPLACEMENT: 

35 ( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 1 0 : 
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TSIP2 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



CACCGCTGAGACCTCTAGGGCGGGGCCTAGGACGACCTGCTCCGTGGGCCGCGAGTATTC 60 

CTCGGAAACAAAACAGCGGCAGCTGAGGCGGAAACCTAGGCTGCGAGCCGGCCGCCCGCC 12 0 

CGCGGAGAGAGAAGGAACCAACACAAGACAGCAGCCCTTCGAGGTCTTTAGGCAGCTTGG 13 0 

AGGAG.\ACACATGAGAGAAAGA.«VTCCCAAGAGGTTTTGTTTTCTTTGAG A.^GGT ATTTCT 2 4 C 

GTCCAGCTGCTCCAATGACAGAGATACCTGCACCTTTGTCCTACTTCCAGAATGCCCAGA 3 00 

TGTCTG AGG AC AGCCACTCCAGC AGCGCCATCCGGAGCCAG AATG AC AGCC AAG AACGGC 3 5 0 

AGC AGC AGCATG AC AGGCAG AG ACTTGAC AACCCTGAGCCAATATCT.aiATGGGCGGCCCC 4 20 

AG ACTAACTC AAG ACAGGTGGTGG AAC AAGATGAGGAGG AAG ACGAAG AGCTCACATTGA 4 9 0 

AATATGGAGCCAAGCATGTCATCATGCTCTTTGTCCCCGTGACCCTCTGCATGGTCGTCG 5 4 0 

TCG7GGCCACCATC AAATCAGTCAGCTTCTATACCCGGAAGGACGGTCAGCTAATCTACA SCO 

CCZC A TTC AC AG AAG AC AC T G AG AC TG TAG G CC AAAG AG C C C TGC AC T C G A TC C TG AA TG 5 5 0 

C GG C C AT C A TG ATCAGTGTCATTGTC ATT ATGACCATCCTCCTGGTGGTCCTGT A TAA-AT 720 

ACAGGTGCTACAAGGTCATCCACGCCTGGCTTATTATTTCATCTCTGTTGTTGCTGTTCT 7 30 

TT77TTCGTTCATTTACTTAGGGGAA.GTATTTAAGACCTACAATGTCGCCGTGGACTACG 8 4 0 

TTAC AGTAGCACTCCTAATCTGGAATTTTGGTGTGGTCGGGATG ATTGCC ATCC ACTGG A 5 0 0 

AAGGCCCCCTTCGACTGCAGCAGGCGTA7CTCATTA7GA7CAG7GCCCTCATGGCCCTGG 9 5 0 



1020 
10S0 
114 0 



ATGATTTGGTGGCTGTT7TATGTCCCAAAGGCCCACTTCGTATGCTGGTTGAAACAGCTC 
A GG AAAG AAA TG AG AC TC T C TTT C C AG C T C T T ATCT AT T C C T C AA C AAT G GTG TGC TT G G 

TG AA T A TG GC TG AAGG AG A C C C AG AAG CC C AAAG G AGG G T AC C C AA.G AA C C C C AAG TAT A 1 2 C 0 

ACACACAAAGAGCGGAGAGAGAGACACAGGACAGTGGTTCTGGGAACGATGATGGTGGCT 12 5 0 

TCAGTG AGGAGTGGGAGGCCC AAAG AG ACAG7CACC7GGGGCCTCATCCC7CCACTCCCG 13 2 0 

AGTCAAGAGCTGCTGTCCAGGAACTTTCTGGGAGCATTCTAACGAGTGAAGACCCGGAGG 13 = 0 

AAA G AGG AGT AA-AAC TTGG AC TG GG AG ATT TC AT TTTC T AC A G TGT TC T GG T TGC T AA GG 14 4 0 

C C 7 7 AG C AA C C G C C AG TGG AG ACTG G AAC AC AAC C A T AG C C TG C TT TG T AG C C A T A C TG A 15 0 0 

TCGGCCTGTGCCTTACATTACTCCTGCTCGCCATTTTCAAGAAAGCGTTGCCAGCCCTCC 15 50 

CCA7CTCCATCACCTTCGGGCTCGTGTTCTACTTCGCCACGGATTACCTTGTGC AGCCCT 152 0 

TCATGGACCAA.CTTGCATTCCATCAGTTTTATATCTAGCCTTTCTGCAGTTAGAACATGG 16 8 0 

ATGTTTCTTCTTTGATTATCAAAAACACAAAAACAGAGAGCAAGCCCG AGGAGGAGACTG 17 4 0 

GTGACTTTCCTGTGTCCTCAGCTAA.CAAAGGCAGGACTCCAGCTGGACTTCTGCAGCTTC 18 00 

C7TCCGAGTCTCCCTAGCCACCCGCACTACTGGACTCTGGAAGGAAGCGTCTACAGAGGA I860 
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INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 11 
" (i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: " 
(A) LONGUEUR: 
( B ) TYPE: nucleotide 
5 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 3 humain 
10 (B) EMPLACEMENT: 

( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 11 : 
TSAP3 humain 

^srqtacalpcgtskcppsc 
accagccgtcagac zgc :acagca:-:dcc:dcc;g:acc:c;a<ag:;:cc3c:a:ccc5g 
10 20 30 40 50 5C 

15 rvpalcgccasn n d 1 a s 1 : e 

sggg :gcc:gccc tgaccggcacaac cgca cccaacaa tgac c cggcgag- z z ::::cag 

70 30 90 100 11C 120 - 

cpvc fdyvlppi 1 c c c s g h 1 
:g:ccac:c:gc::cgac:a:g:g::accgccca::c::ca5:g:ca;ag:ggcca::: c 
130 140 150 150 170 130 

v c 3 r. c r p k 1 t c c p c c r g p 1 c 
20 .7;:;g;agcaac:g:cgcccaaagcccaca:g::g:ccaac::ccc;g;gcc:::;gcga 
190 200 210 22C 230 210 

2 i r r. 1 a - e k v a p. s v 1 r p c k y 
:cc2::cgcaac::ggc:a:ggagaaag:ggc:aa::cag:a:::::cccc:g:aaa;a: 
250 250 270 230 290 " 300 

essgceiciphtekacheel 
c:;:;::c:gga:g:gaaataactctgccacacacagaaaaagcagacca:gaagagc:c 
25 310 320 33 0 3<0 350 350 

cefrpyscpcpgasckvqgs 
:g:g?.g:c:agccc::a:ccccgtccgtgccc:gg:gct:cc:g:aaa:ggcaacgc:cc 
370 330 390 400 410 " 420 

1 c a v :?. p h 1 m h q h k s i c z leg 



30 



35 



c cggacgccgcaa :grccca:ccgacgcatcagcacaag:cca::acaaccc:acagcga 
430 440 450 450 470 430 



gagga:a:ag:::::ctcgctacagacat:caa^cctcccgg:gccge:gdc:ggg:c:a:g 
<90 500 510 520 530 ~ " ~540 

rr. c s c f g £ h f m 1 v 1 e k q e k y c 

a:gcagccc:g:c:cggctctcacctcatgc:ag:c:tagagaaacaggaaaaa:acga: 
550 55G . 570 530 590 500 

g r. q c f f a i v q 1 i g c r k c a e r. 
gg:caccagcag::ct:cgcaa:cg:acagccgataggaacacgcaaccaagc:gaaaa: 
510 .620 630 640 550 £50 
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: a y r 1 elnghrrricwea - p 
:c:gc: :accgdc:cgagccaaa:ggccacaggcgacca:cgac::ggg3=g;^dc:cc: 
570 660 690 700 710 720 

rsihegiataimnsdclvfd 
cga:c:a:ccacgaaggaaccgcaacagccaccacgaacagcgacugcc cag:::c: tgac 
730 740 750 760 770 750 

p a 1 h s flqcngnlginvc is 

ccagca:cgcacagctt:c:gcagacaaacggcaat:ccaggcaccaa:gcaac:;cicc:cc 
790 800 810 820 830 940 

n c 

atg:gccgaaatggcaatcaaacat:ccccggccagcgcc:aaaac cccag::;:cacaga 
850 860 870 SSO 390 900 

aaa :aaggcacccacc^gcccgccaacccaaaaccc:cLcggcagg:agai;c::cgaca: 
910 920 930 940 950 " 950 

gaaggccaa:aaaaagaaagaccgccaaacacaggaaacag:ccca:gcag:a£:cac:aa 
970 930 990 1000 1010 1020 

:a:a:::aaaaacaagccaacag:aaaccac:gaaaaaaca:a:g:a:a:a;ac:ccaaga 
1030 1040 1050 1060 1070 io30 

^ggcaccccctgcarcaagaaaggaagcancgcaaaitaa: :ccgag::::c:;g:::g; 

1090 1100 1110 1120 1130 " 1140 

;g:aca::ga::g:arcgc:gaaaaag:u:g:^:::gcg:gggag:g:gcccc;.c:-:gg 
1150 1160 1170 1180 1190 " 1200 

g:g:g:gcg:gcccgggc:c:::ccc:c:aac:gacaagcca:cc:gag;gg::a:-;;c 
1210 1220 1230 1240 125C 1250 

ca::g:::::ccct::g:gag:caa:aca:ag:gc:gc:g:aag::;::;;:g:g:;:>: 
1270 1290 1290 1300 1310 1320 

czgCwS3-zcc-ac caa::::ag::::ccac:aaa:aaa:::gac::: :c:c:aa::;2^ 
1330 • 1340 1350 1350 1370 " 13 3 0 

g:::::;c::::c:cgcacca::::aaag::ag:a:c:::;ga:a:cgca:a:;.:g:::a 
1390 1400 1410 1420 1430 1440 

:gg:aaaaaa::ca:aacggg::caacatuttccCLwCccccac :aaccaag:cca::gg 
1.450 1460 1470 1430 1490 " 1500 

aaa:a:::caaaaccagcccactt:ggtg2acccacgag::cccagaaag:aaagg:gac 
1510 1520 1530 1540 1550 1550 
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KnVl:NDF CATIONS 

1 ) Sequence nucieotidique correspondant a un gene componant : 

(a) une sequence selon I'une des IND.SEQ. 4 a 11 ou 
un gene equivalent qui comporte : 

(b) une sequence s'hybridant avec Tune des sequences selon (a), 

(c) une sequence presentant au moins 80 % d'homologie avec (a) 
ou (b). ou 

(d) une sequence codam pour une proteine codee par un gene 
selon (a), (b) ou (c) ou pour une proteine equivalence. 

2) Sequence selon la revindication 1. caracterisee en cc cue 
I'e.vpression cellulaire du gene est induite lors de I'apoptose cellulaire. 

3 ) Sequence nucieotidique correspondant a un gene componant : 

(a) une sequence selon Tune des IND.SEQ. 1 et 3 ou 
15 un gene equivalent qui comporte : 

(b) une sequence s'hybridant avec Tune des sequences selon (a). 
{c) une sequence presentant au moins 80 % d'homologie avec la) 

ou (b). ou 

(d) une sequence codant pour une proteine codec par un gene 

20 seion ( a ). ( b ) ou (c) ou pour une proteine equivalente, 

caracterisee cn ce que I'expression cellulaire du gene est induite par la 
suppression tumoralc. 

4) Sequence nucieotidique correspondant a un gene componant : 
( a ) une sequence selon Tunc des IND.SEQ. 2 ou 

25 un gene equivalent qui comporte : 

(*>) une sequence s'hybridant avec Tunc des sequences selon (a). 

(c) une sequence presentant au moins 80 % d'homologie avec (a) 
ou (b), ou 

(d) une sequence codant pour une proteine codee par un gene 
30 selon (a), (b) ou (c) ou pour une proteine equivalente. 

caracterisee en ce que Pexpression cellulaire du gene est induite par 
I'apoptose cellulaire. 

5) Sequence selon Tune des revindications 1 a 4, caracterisee en 
ce que V expression cellulaire du gene est induite par p53. 

35 6 > Sequence selon la revendication 2 ou 4, caracterisee en ce que 

I'apoptose cellulaire est induite par p53. 
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7) Sequence selon Tune des revindications 1 a 6, caracterisee cn 
ce qu'elie est'ehoisic parmi TSAP 1 a TSAP 8 et TSAP 3 humain ou un gene 
equivalent. 

8) Sequence selon la revendication 1, caracterisee en ce que 
5 l'expression cellulaire du gene est inhibee lors de Papoptose cellulaire. 

9) Sequence selon la revendication 8, caracterisee en ce que 
Papoptose cellulaire est induite par p53. 

10) Sequence selon l'une des revendications 1 ct 8 ct 9, 
caracterisee cn ce qu'elle est chotsie parmi TSfP 1 et TSIP 2 ou un gene 

10 equivalent. 

11) Vccteur d'expression cellulaire d'une sequence selon Tune des 
revendications 1 a 10. 

12) Vecteur d'expression selon la revendication 11, caracterise en 
ce qu'il s'agit d'un vecteur viraJ. 

15 13) Vecteur selon la revendication 12, caracterise en ce qu'il s'agit 

d'un adenovirus, d'un retrovirus, d'un virus herpes ou d'un poxvirus. 

14) Vecteur selon la revendication 11, caracterise en ce qu'il s'agit 
d'un vecteur a acide nucleique nu. 

15) Vecteur selon l'une des revendications 11 a 13, caracterise en 
20 ce qu'il comporte une sequence assurant le ciblage et/ou 1'cxpression 

specifique des tissus ou organes. 

16) Cellule transformee par un vecteur d'expression selon l'une 
des revendications 1 1 a 15. 

17) Proteinc pouvam etre obtenue par culture de cellule 
25 transformee selon la revendication 16 et codec par la sequence selon l'une 

des revendications 1 a 10. 

18) A titre de medicament, un vecteur selon Tune des 
revendications 11 a 15 ou une proteine selon la rev endication 17. 

19) A titre de medicament, un compose assurant l'expression 
30 cellulaire d'au moins une des sequences nucleotidiques scion l'une des 

revendications 1 a 7 ou de leurs produits. 

20) A titre de medicament selon la revendication 19, un vecteur 
nucleotidique assurant l'expression cellulaire dc ladite sequence. 

21) A titre de medicament, un compose assurant Pinhibition dc 
35 l'expression cellulaire d'au moins un gene cellulaire selon Pune des 

revendications 1, 8 a 10 ou de leurs produits. 
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22) A titre de medicament selon la revendication 21. un nucleotide 
active assurant le blocage de la sequence nucleotidique. 

23) A titre de medicament selon la revendication 21, un anticorps 
monoclonal dresse contre la ou les proteines codees par la sequence 
nucleotidique. 

24) A titre de medicament destine au traitement du cancer, un 
medicament selon l'une des revendications 18 a 23. 

25) A titre de medicament destine au traitement de la maladie 
d'Al2heimer, un medicament selon l'une des revendications 18 a 23. 

26) A titre d'agent de diagnostic notamment pour la determination 
de la predisposition et le suivi des cancers, tout ou partie des sequences selon 
l'une des revendications 1110a utiliser comme sonde nucleotidique ou 
comme amorce d 'amplification. 

27) A titre d'agent de diagnostic notamment pour la determination 
15 de la predisposition et le suivi des cancers un antigene correspondam a tout 

ou partie des proteines codees par la sequence selon l'une des rcvendications 
1 a 10 ou les anticorps correspondants. 

28) A litre d'agent de diagnostic notamment pour la determination 
de la predisposition et le suivi de la maladie d'Alzheimer. tout ou partie des 
sequences selon l'une des revendications 1, 5. 7 a 10 a utiliser comme sonde 
nucleotidique ou comme amorce d'amplification. 

29) A titre d'agent de diagnostic notamment pour la determination 
dc la predisposition et le suivi de la maladie d'Alzheimer un antigene 
correspondam a tout ou partie des proteines codees par la sequence scion 
l'une des revendications 1 , 5, 7 a 10 ou les anticorps correspondants. 

30) A titre d'agent antiviral, un medicament selon la 
revendication 20. 

31) Modele pour la mise en evidence de medicament ami- 
cancereux, des cellules selon la revendication 16. 

32) A titre de perfectionnement de la methode dc Liang et Pardee 
le fait d'utiliser une diminution en palier lors de ^amplification PCR. 



20 



25 



30 
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